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RESUMO
A presença de poluentes ambientais nas últimas décadas é cada vez maior, dentre 
eles os poluentes orgânicos persistentes (POPs) constituem uma das principais 
classes destas moléculas sendo a maior parte de origem antrópica. A exposição do 
homem a essas substâncias favorece o surgimento de diversas enfermidades incluído 
o câncer, uma das patologias mais graves do século XXI, além de interferirem no 
prognóstico dessa doença. Dos tipos de câncer de pele o melanoma é o de menor 
incidência, no entanto, é altamente agressivo e de difícil tratamento, gerando dessa 
forma um pior prognóstico. Dados mais recentes do nosso grupo de pesquisa sugerem 
que a exposição aos xenobióticos TCDD e BDE-209 em determinadas concentrações 
são responsáveis por aumentar a proliferação de células tumorais. O TCDD, mesmo 
relatado como uma molécula carcinogênica, apresenta poucas informações quanto ao 
seu papel modulador de resistência ao estresse químico em células expostas em 
cultura. Em relação ao BDE-209 a literatura demonstra conhecer muito pouco a 
respeito de seu possível papel carcinogênico e efeito citotóxico. Com base nessas 
informações, o objetivo principal desse trabalho é, investigar se a exposição a estes 
xenobióticos é capaz de modular a expressão de genes relacionados com a 
resistência a morte celular em células neoplásicas melanocíticas murinas (B16-F1), 
levando a formação de um perfil celular mais maligno. De acordo com os resultados 
o TCDD, interfere no fenótipo dessas células, estimulando processos proliferativos de 
sobrevivência e formação de colônias, caracterizando assim alterações em seu perfil 
celular em determinadas concentrações. Já o BDE-209 apresenta menor interferência 
no perfil celular necessitando de concentrações maiores para gerar uma resposta 
celular mais evidente. Existem atualmente em nosso grupo de pesquisa, estudos em 
andamento que assim como este fornecem dados para uma melhor compreensão do 
papel dessas moléculas no mecanismo de morte e também na proliferação e migração 
celular.
Palavras-chave: TCDD, BDE-209, Poluentes Orgânicos, Apoptose,
Melanoma, Toxicologia Celular.
ABSTRACT.
The presence of environmental pollutants in recent decades is increasing, among them 
persistent organic pollutants (POPs) constitute one of the main classes of these 
molecules and most of them of anthropic origin. The exposure of men to these 
substances favors the emergence of several diseases including cancer, one of the 
most serious diseases of the 21st century, besides interfering in the prognosis of this 
disease. Of the types of skin cancer, melanoma has the lowest incidence; however, it 
is highly aggressive and difficult to treat, thus generating a worse prognosis. More 
recent data from our research group suggest that exposure to TCDD and BDE-209 
xenobiotics at certain concentrations is responsible for increasing tumor cell 
proliferation. TCDD, even reported as a carcinogenic molecule, provides little 
information about its modulating role of resistance to chemical stress in cells exposed 
in culture. Regarding BDE-209, the literature shows little knowledge about its possible 
carcinogenic role and cytotoxic effect. Based on this information, the main objective of 
this work is to investigate whether exposure to these xenobiotics is able to modulate 
the expression of genes related to resistance to cell death in murine melanocytic 
neoplastic cells (B16-F1), leading to the formation of a most malignant cell profile. 
According to the results TCDD interferes in the phenotype of these cells, stimulating 
proliferative processes of survival and formation of colonies, thus characterizing 
changes in their cellular profile at certain concentrations. On the other hand, BDE-209 
presents less interference in the cellular profile requiring higher concentrations to 
generate a more evident cellular response. There are currently in our research group 
ongoing studies that, like this one, provide data for a better understanding of the role 
of these molecules in the mechanism of death and also in cell proliferation and 
migration.
Keywords: TCDD, BDE-209, Organic Pollutants, Apoptosis, Melanoma, 
Cellular Toxicology.
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Com a revolução industrial ocorrida no século XVIII e IX, associado ao atual 
aumento da demanda por novos produtos industrializados, ocorreu nesses períodos 
um aumento expressivo do lançamento de grandes quantidades de substâncias 
químicas nos ambientes naturais. Dentre a diversidade de moléculas liberadas no 
ambiente, uma das principais classes encontradas está associada a determinados 
compostos orgânicos, compreendendo um grupo de moléculas de grande variação 
tanto em tamanho como em interação com a biota.
Além desses compostos possuírem vários grupos funcionais, sendo essa uma 
das características que determina a funcionalidade da molécula, uma grande parte 
são persistentes no ambiente sendo classificados como poluentes orgânicos 
persistentes (POPs), definidos como substâncias químicas orgânicas sintéticas, 
possuindo combinações particulares de características físico-químicas. Dentre elas a 
resistência a degradação química, semi-volátil, bioacumulação, além de propriedades 
tóxicas associadas a diversos males dos quais alguns tipos de câncer se fazem 
inclusos. (FANG. et al., 2015. ALMEIDA. et al., 2007).
Alguns desses compostos são denominados de sensibilizadores celulares, 
podendo após algum tempo de exposição interferir com mecanismos que atuam sobre 
processos celulares como a proliferação, potencializando assim características 
tumorais (STEIL. 2016). Dentre essas moléculas encontramos o TCDD (2,3,7,8- 
Tetraclorodibenzeno-p-dioxina) e o BDE-209 (2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-decabromodifenil 
éter) as quais são considerados poluentes orgânicos persistentes onde ambos 
também apresentam características citotóxicas comprovadas interferindo com o 
metabolismo celular.
Um dos mecanismos envolvidos neste tema diz respeito à morte celular. 
Portanto, com o intuito de trazer luz para essa questão o presente estudo utilizará 
células de melanoma murino B16F1, que deverão ser expostas a diferentes 
concentrações dos xenobióticos BDE-209 e TCDD, para posteriormente avaliar 
alterações na expressão de genes principalmente associados com morte celular, mas 
também buscando entender características fenotípicas celulares.
Em resumo, estaremos avaliando e discutindo se os xenobióticos descritos 
acima podem alterar determinadas características dessas células, tornando-as mais 
resistentes ao estresse químico e, assim, verificar se são potencialmente capazes de 
interferir com os padrões tumorais celulares da linhagem de melanoma murino B16F1.
Além disso os resultados apresentados nesse estudo são parte de uma linha 
de pesquisa recente, desenvolvida pelo Laboratório de Toxicologia Celular da 
Universidade Federal do Paraná (UFPR). Outros projetos adotando metodologias in 
vitro estão sendo desenvolvidos e buscam investigar o papel dessas moléculas nos 
mecanismos de transporte molecular através das proteínas transportadoras ABC- 
cassette (famílias MDR e MRP) bem como nos mecanismos de invasão e 
maliginidade; enquanto outra parte do projeto é a avaliação da proliferação e 
desenvolvimento de tumores nos estudos in vivo
2 REVISÃO DE LITERATURA
O ser humano sempre encontrou na natureza os recursos necessários para sua 
sobrevivência. No entanto, com o desenvolvimento da sociedade foi necessário 
aprimorar formas de extrair e transformar esses recursos acabando por gerar, não só 
o produto desejado, mas também resíduos ou subprodutos oriundos da manipulação 
desses materiais. Começando com a revolução industrial e atualmente de forma mais
intensificada, o aumento da demanda por novos produtos fez com que nas últimas 
décadas houvesse um lançamento cada vez mais crescente e constante de um 
grande volume de substâncias químicas nos ambientes naturais. De acordo com 
Chemical Abstract Service (CAS), até fevereiro de 2016 foram registradas cerca de
108,2 milhões de substâncias orgânicas e inorgânicas produzidas pelo homem.
A indústria nos seus mais variados segmentos, acaba por criar uma grande 
diversidade de materiais onde muitos desses altamente inflamáveis, o que tem 
colocado em risco o seu uso principalmente em utensílios caseiros de uso constante 
pelo homem. Face a esse risco, foi necessário o desenvolvimento ou aprimoramento 
de moléculas que fossem capazes de tornar esses produtos menos inflamáveis, 
surgindo assim uma nova classe de compostos químicos, os denominados 
retardantes de chamas (CAS, 2017, CHEN et al., 2016).
2.1 Decabromo difenil éter - BDE-209.
O mecanismo de ação dessas moléculas como retardantes de chama, mostra 
que são capazes de imobilizar os radicais livres provenientes dos primeiros eventos 
da combustão, os quais são responsáveis pela propagação do processo de queima, 
evitando assim sua propagação. Os PBDEs (éteres difenílicos polibromados) com 
atualmente 209 congêneres, dentre eles o BDE-209, são amplamente utilizados na 
indústria têxtil, em materiais de construção e principalmente em produtos eletrônicos 
os quais em geral são construídos com material sintético altamente inflamáveis 
(COVACI et al., 2011)
O emprego dessa classe de substâncias aumentou rapidamente e está dividida 
em compostos halogenados e bromados. Essas moléculas atenderam rapidamente o 
mercado industrial visto que uma das características mais importantes é o seu uso
como retardantes de chama mesmo em altas temperaturas. Os retardantes de chama 
são muito utilizados em produtos domésticos, principalmente em eletroeletrônicos, e 
por isso são facilmente encontrados nesses ambientes em altas concentrações como 
na poeira doméstica. Dentre essas moléculas que funcionam como eficientes ante 
chamas, encontram-se os PBDEs (éteres difenílicos polibromados). Devido à sua 
natureza lipofílica, essas moléculas atingem rapidamente a cadeia alimentar e hoje 
resíduos desses compostos podem ser detectados no tecido adiposo, soro e até 
mesmo no leite materno, além de estar presentes também na água, no ar e no solo 
em diferentes concentrações. Assim uma das principais vias de exposição aos PBDEs 
constitui a ingestão de alimentos com elevado teor lipídico (ALAEE et al., 2003).
2.2 2,3,7,8-Tetraclorodibenzeno-p-dioxina - TCDD.
Uma outra classe de moléculas que surge especialmente em função da 
combustão de produtos industrializados, são as dioxinas que possuem em sua 
composição anéis tricíclicos aromáticos, anéis benzênicos, além de átomos de cloro, 
assim de forma semelhante com os PBDEs é possível a formação de uma grande 
diversidade de compostos tipo dioxin-like dependendo da posição que os átomos de 
cloro ocupam nos anéis benzênicos (ASSUNÇÃO, PESQUERO, 1999; CABRITA et 
al., 2003; WHO, 2014). As dioxinas são pertencentes à família dos organoclorados 
dentre as quais encontramos a 2,3,7,8-Tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD), cuja 
molécula é altamente tóxica, sendo gerada principalmente nos processos de produção 
industrial de pesticidas, cloração da água, fundição de metais, além de estar presente 
na fumaça gerada pela queima de produtos industrializados (IRIGARAY et al. 2007, 
MANNETJE. A, et al., 2015).
2.3 PROBLEMAS AMBIENTAIS CAUSADOS PELO BDE-209 E TCDD
Segundo a Associação Brasileira de Empresas de Tratamento Recuperação e 
Disposição de Resíduos Especiais (ABETRE), somente 600 mil toneladas dos cerca 
de 2,9 milhões dos resíduos industriais perigosos gerados anualmente no Brasil 
recebem tratamento adequado, sendo o excedente depositado em locais geralmente 
de forma inapropriada (NASCIMENTO e CRUZ, 2015).
Tanto o BDE-209 quanto o TCDD podem ser encontrados facilmente dispersos 
nos ambientes naturais onde devido às suas propriedades químicas tem como destino 
comum a cadeia alimentar, se concentrando nos níveis tróficos superiores. Portanto, 
são compostos considerados contaminantes ambientais tóxicos visto que possuem 
características como persistência e capacidade bioacumulativa (PESATORI et al., 
2009; FIORITO et al., 2017), onde a população humana encontra-se potencialmente 
exposta de forma crônica a esses compostos.
2.3.1 PROPRIEDADES QUÍMICAS, DISTRIBUIÇÃO E TOXICIDADE DO BDE-209 E
TCDD
O BDE-209 (Figura 1) é um composto polibromado representante dos PBDEs 
que são considerados poluentes orgânicos persistentes (POPs) devido às suas 
características como lipofilicidade, bioacumulação e persistência no ambiente. São, 
portanto, denominados de polibromados gerados em três formas distintas: pentaBDE, 
octaBDE e o decaBDE. Devido aos aspectos químicos da molécula, existem cerca de 
209 variações possíveis de PBDEs, o que é definido pela posição do Br no duplo anel 
aromático da molécula. Dentre os diferentes grupos possíveis o decaBDE ou BDE- 
209 (2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-decabromodifenil éter) é comercializado na forma de uma 
mistura de octa, nona e decaBDE. Essas moléculas podem no processo de
degradação natural gerar subprodutos com quantidade menor de bromos, como o 
penta e o triBDEs, os quais apresentam bioacumulação e toxicidade superiores às 
moléculas originais (KITAMURA et al., 2005, CHEN et al., 2016, AHN et al. 2006. 
DARNERU. 2003).




A contaminação por PBDEs está associada principalmente à exposição de 
resíduos provenientes de centros urbanos através de matrizes abióticas ou bióticas. 
As fontes de contaminação em potencial são o escoamento de aterros sanitários, bem 
como o uso de lodo de esgoto em práticas agrícolas. O BDE-209 é a forma química 
mais encontradas nos ambientes naturais se distribuindo no ar, água e sedimento, se 
comparado com os seus congêneres. O fato de apresentar uma grande quantidade 
de átomos de bromo, essa molécula tende a ser fortemente ligada a outras moléculas, 
no entanto, pode ser degradada naturalmente gerando por exemplo o penta-PBDE 
que é facilmente particionado em sistemas aquáticos (NELSON et al., 2014). Além 
disso, o BDE-209 sofre degradação fotolítica e biológica o que favorece o surgimento 
de uma grande quantidade de substâncias polibromadas derivadas e muitas vezes 
sem o conhecimento do seu papel tóxico. (VIGANO. L, ROSCIOLI. C, GUZZELLA. L. 
2011).
Recentemente foi publicado um método instrumental para detecção de PBDEs 
em amostras fecais. As amostras coletadas de crianças Australianas apresentaram o
BDE-209 como a molécula mais abundante dentre os congéneres procurados. Além 
disso, a concentração média de BDE-209 (8,7ng/g/peso corporal), representa 95,4% 
da concentração total de PBDEs nas fezes (ENGLISH et al., 2017). Esses dados 
mostram que além de presente no ambiente essas moléculas são biodisponíveis e 
constituem um risco constante para as populações humanas.
O caráter lipofílico do BDE-209, torna essa molécula um dos fatores 
determinantes para seu estudo em toxicologia celular. Dados mostram que o BDE- 
209 é encontrado no tecido sanguíneo humano, leite materno, cordão umbilical e 
placenta (HOOPER. & MCDONALD, 2000). De acordo com Chen et al. (2016), 
utilizando larvas de peixe-zebra para análise transcriptômica, foi observado que 304 
genes foram diferentemente expressos após uma exposição aguda ao BDE-209, 
sendo que cerca de 70% sofreram down-regulation. Segundo os autores, os 
processos biológicos mais presentes estão relacionados com o metabolismo de 
substâncias orgânicas mediada por ligações intracelulares e atividade catalítica.
Os PBDEs podem modular aspectos relacionados com a apoptose celular, 
desencadeando efeitos como: encolhimento da célula, condensação da cromatina, 
fragmentação do DNA e por fim formação dos corpos apoptóticos. Todos esses 
mecanismos parecem ser oriundos da ativação de proteases específicas das 
caspases (LEE et al., 2005). Além disso por meio da análise do ciclo celular, foi 
descrito que a exposição de células RTG-2 (fibroblastic-like da Truta Arco-íris) ao 
BDE-47 e BDE-209, ocorre um aumento da proporção de células estacionadas na 
fase sub-G1 do ciclo celular (JIN et al., 2010)
Os organoclorados (OCs) são moléculas utilizadas mais comumente como 
produtos da fabricação de defensores agrícolas e oriundas de processos industriais. 
Essas substâncias se propagam facilmente pelo ambiente através de correntes
atmosféricas e marítimas, pois são compostos que se volatilizam e complexam com 
material particulado, podendo assim migrar para outros ambientes distantes das suas 
fontes de emissão (XIUTING. H, et al., 2011).
Os OCs apresentam em geral uma grande estabilidade química, e portanto, 
persistem no ambiente natural por muitos anos dependendo do tipo de molécula. Além 
disso, são substâncias de baixa solubilidade na água e alta lipofilicidade. A grande 
família dos compostos organoclorados tem como destaque as dioxinas como um dos 
seus subgrupos, dentre as quais se destaca o 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina 
(TCDD) (Figura 2), a qual é conhecidamente como a de maior efeito tóxico para as 
células (MANNETJE. A, et al., 2015).
FIGURA 2 -  Fórmula química do 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD)
FONTE: (NTP, 2011).
As dioxinas consistem em uma classe de moléculas consideradas como 
contaminantes orgânicos persistentes podendo ter origem involuntária durante a 
combustão principalmente de produtos industrializados. O TCDD tem demonstrado 
várias formas de toxicidade para os organismos vivos como: teratogenicidade, 
toxicidade reprodutiva, disfunção imune, carcinogenicidade, além de distúrbios 
neurocomportamentais (FUJISAWA et al., 2017). Além disso, a Agência Internacional 
de Pesquisa do Câncer (IARC) em 1997 classificou o TCDD como um agente 
carcinogênico. Segundo a IARC ocorre uma correlação positiva da exposição ao 
TCDD com a ocorrência de sarcomas de partes mole, linfoma não-Hodkin e câncer
de pulmão. Sua classificação como carcinógeno de Grupo 1 (agente 
comprovadamente carcinogênico a humanos), assim como o tabaco, o vírus HIV e a 
radiação solar, tem por base dados que indicam a promoção do tumor principalmente 
pelos distúrbios descritos nos mecanismos de replicação celular e morte celular. 
Esses mecanismos parecem ter uma ação mediada pela ativação do receptor aril 
hidrocarboneto (Ahr) (CHANG et al., 2014).
Estudos recentes demonstraram que em células epiteliais isoladas de palatinas 
fetais humanas (hFPECs), o TCDD foi capaz de estimular a proliferação celular, 
promover a progressão das células da fase G1 para fase S, além de aumentar a 
quantidade de células que entram na fase G2/M. Outro fator relevante com relação a 
esse contaminante é a sua capacidade de ativar a cascata de sinalização PI3K/AKT. 
(GAO et al., 2016). O TCDD pode atuar de forma direta ou indiretamente no RNA e/ou 
expressão proteica de AP1, Bach-2, BCL-6, Pax5 e Blimp1, que por sua vez são 
reguladores da diferenciação em células B primárias de ratos e humanos. Além disso 
o TCDD estimula vias que incluem, adesão focal e regulação de actina, proteína 
importante na organização do citoesqueleto (KOVALOVA et al., 2016).
2.4 O MELANOMA COMO MODELO DE ESTUDO
De acordo como a Agencia Internacional de Pesquisa do Câncer (IARC) 
estima-se que de forma global os casos de câncer aumentaram para 18,1 milhões e 
a mortalidade para 9,6 milhões em 2018, além disso a prevalência de pessoas vivas 
dentro de 5 anos com diagnóstico de câncer é cerca de 43,8 milhões.
Dentre os mais variados tipos de câncer, o câncer de pele é o que mais atinge 
a população brasileira, correspondendo a cerca de 30% dos tumores malignos 
registrado. Entre os tipos de câncer de pele o melanoma é o de menor incidência,
porém é o mais agressivo, resultando em um pior diagnóstico. Além dos fatores 
genéticos, a exposição à radiação ultravioleta contribui para o desenvolvimento desta 
patologia. Estima-se que cerca de 80% dos melanomas estejam associados a esse 
tipo de exposição, especialmente em pessoas de pele sensível com pele clara, que 
sofrem mais com a exposição ao sol. Sendo assim o oposto é verdadeiro, visto que 
indivíduos de pele escura possuem menor risco de desenvolver melanoma (INCA, 
2018). Isso se confirma quanto é observado que no Paraná existe um grande número 
de casos de melanomas em relação aos demais estados do Brasil, onde a explicação 
pode ser a origem da população pela migração europeia. A estimativa para o Brasil, 
segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), entre 2018 e 2019 é de 6.260 novos 
casos da doença (IBGE, 2017; INCA 2019).
Como citado anteriormente, o ambiente é um dos fatores que interfere na 
incidência da doença. No presente estudo investigamos se o TCDD e o BDE-209 
podem atuar sobre os mecanismos de morte celular causando particularmente um pior 
prognóstico desse tipo de câncer. Para isso estaremos utilizando células de 
melanoma murinho da linhagem B16-F1 umas das linhagens celulares mais bem 
descrita com relação ao método de cultivo. Assim, temos utilizado essa linhagem em 
diversos estudos no Laboratório de Toxicologia Celular, em parte pela sua excelente 
resposta mimética, além de ser empregada nos estudos tanto com métodos in vitro 
como in vivo. Além disso a linhagem B16 é tida como um modelo murino relevante na 
oncologia experimental, pois tipos celulares distintos como B16-F1 e B16-F10 advém 
de uma mesma origem (camundongo mus musculus), onde a primeira é menos 
agressiva que a segunda. Dessa forma tais informações permitem uma comparação, 
não só entre os tipos celulares, mas também entre o método in vivo e o in vitro. 
(FERREIRA, M. B. 2014. OVERWIJK. W, W. RESTIFO. N, P. 2001).
2.5 MORTE CELULAR: GENES E PROTEÍNAS ASSOCIADAS.
A apoptose corresponde a um processo de morte celular natural e é 
evolutivamente conservado para a remoção de células senescentes, danificadas ou 
potencialmente perigosas, apresentando esse mecanismo um papel chave na 
fisiologia e homeostase dos tecidos (ALBERTS et al., 2017). Quando a célula entra 
em apoptose, ocorrem eventos morfológicos que são consequências de alterações 
moleculares como a perda de aderência com a matriz extracelular e células vizinhas, 
retração da célula, condensação da cromatina e formação de corpos apoptóticos. 
Essas alterações caracterizam morfologicamente este tipo de morte celular 
(GRIVICICH, I; REGNER, A; ROCHA. A, B. 2007, GAO et al., 2016).
De acordo com Alberts et al. (2017) são descritas duas vias de ativação da 
apoptose, a extrínseca e a intrínseca. A via extrínseca, ocorre mediante sinalização 
extracelular, ativando receptores de morte localizados na membrana plasmática 
pertencentes à família de protéinas conhecidas como Fator de Necrose Tumoral 
(TNF). O mecanismo mais conhecido é a ativação do receptor Fas pelo ligante Fas, 
presentes por exemplo na membrana de linfócitos, onde após a ativação a cauda 
citosólica do receptor recruta FADD (domínio de morte associado a Fas) gerando uma 
cascata bioquímica de ativação que culmina com a ativação de caspases. Portanto, 
cada proteína FADD aciona uma pró-caspase-8, e/ou pró-caspase-10, conhecidas 
como caspases iniciadoras que formam o DISC (Complexo de Sinalização Indutor de 
Morte). Quando ativadas no complexo DISC as caspases iniciadoras ativam 
diretamente pró-caspases efetoras (Caspases 3 ou 7), ou indiretamente através de 
eventos relacionados com as mitocôndrias com ativação de pró-caspase inciadora 
(Caspase 9), levando a célula à morte celular por apoptose (ALBERTS. et al., 2017) 
(Figura 3).
FIGURA 3: Ativação da via extrínseca da apoptose mediada por ligantes Fas.
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FONTE: (ALBERTS et al., 2017)
A via intrínseca por sua vez é ativada por mecanismos intracelulares, podendo 
ser uma resposta à falta de oxigênio, nutrientes ou mesmo pela quebra no DNA. Esses 
eventos podem dependendo a via culminar com modificações na permeabilidade da 
membrana externa das mitocôndrias, levando à liberação de proteínas e outras 
moléculas mitocondriais pró-apoptóticas para o citosol. Dentre essas moléculas 
encontra-se o citocromo c que se liga a uma proteína adaptadora Apaf 1 (fator-1 de 
ativação da protease apoptóticas) no citosol, formando uma estrutura denominada de 
apoptossomo que por sua vez, recruta pró-caspase-9 iniciadora que ativas as pró- 
caspases efetoras (Caspase 3 ou 7), induzindo a apoptose (ALBERTS. et al., 2017. 
JENG. et al., 2018) (Figura 4).
FIGURA 4: Esquema básico da via intrínseca da apoptose via liberação de citocromo c e ativação de pró-
FONTE: (ALBERTS et al., 2017).
Gene e Proteínas BAX e BCL2.
A família de proteínas BCL-2 (Família de linfoma leucêmico B2), é responsável 
por controlar o mecanismo de morte celular, principalmente através da via intrínseca 
mediada pela mitocôndria. Dentro dessa família existem proteínas que funcionam 
como anti-apoptóticas e pró-apoptóticas. A proteína BAX (pró-apoptótica) (Figura 5) 
quando ativada promove eventos apoptóticos, por meio de uma transição estrutural, 
ou seja, translocação do citosol para a mitocôndria. Posteriormente no mecanismo 
ocorre a homo-oligomerização oriunda de mudanças conformacionais na estrutura da 
proteína, possibilitando sua ação na membrana externa da mitocôndria, o que 
aumenta a permeabilidade da mesma. Em contraponto os membros anti-apoptóticos 
da família BCL-2, como BCLX, MCL1, BCL-W e BCL2, onde na ausência de estímulos 
apoptóticos, se ligam às proteínas pró-apoptóticas, por exemplo BAX e BAK, 
realizando sua inativação na membrana externa mitocondrial (TAYLOR, R.C. 
CULLEN, S.P. MARTIN. S.J. 2008).
caspase-9
FIGURA 5: Estrutura tridimensional da proteína Bax, apresentando 9 a hélices bem como regiões N e C 
terminais.
FONTE: (SUZUKI, M., YOULE, R. J., TJANDRA, N. 2000).
Esse grupo de proteínas é bastante expresso em células tumorais, 
principalmente em leucemias, onde devido ao estresse oncogênico há uma elevação 
nos níveis de proteínas pró-apoptóticas. Porém com o intuito de garantir a 
sobrevivência celular, as proteínas anti-apoptóticas são reguladas para neutralizar as 
proteínas pró-apoptóticas como BAX, BAK, BIM e BID (EDLICH. F. 2017; ROBIN et 
al., 2018).
Quando se trata de células não tumorais, existe um equilíbrio entre as duas 
classes de proteínas pró-apoptóticas e anti-apoptóticas. A caracterização dessas 
proteínas, bem como o seu papel dentro do mecanismo de morte está associado aos 
domínios BH, que consistem em quatro domínios homólogos presentes de forma 
variada no conjunto das proteínas BCL2 e BCLX (anti-apoptóticas). Essas possuem 
os quatros domínios BH1,2,3 e BH4, diferentemente de BAX e BAK, que contém 
apenas os domínios BH1,2 e BH3 em sua estrutura. O domínio BH3 é comum a todos 
os membros da família BLC-2, no entanto algumas proteínas conhecidas como pró-
apoptóticas (BAD, BIM, BID, PUMA e NOXA) possuem apenas o domínio BH3. Dessa 
forma é claro o papel desses domínios homólogos com a atividade pró-apoptótica 
desempenhada pelas proteínas dentro da via intrínseca (ALBERTIS et al., 2017. 
JENG et al., 2018). Estudos com mamíferos mostraram que as alterações na taxa de 
expressão de BAX e BCL2 promovem a saída do citocromo c presente no espaço 
intermembrana das mitocôndrias para o citosol, exatamente quando os níveis de BAX 
aumentam em relação à BCL2. Nesse caso ocorre a indução da apoptose pela 
formação do apoptossoma (MARTINOU e YOULE 2011, PEPPER et al., 1997). 
(Figura 6).
FIGURA 6: Relação dos níveis de BAX/BCL2 em células não tumorais.
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FONTE: 6: RAJENDRAN. R, R. & KAO. G, D. (2007).
Proteína Survivina e Gene BIRC5
A família de proteínas inibidoras da apoptose (IAPs), possuem membros que 
desempenham um papel importante na homeostase celular, além de controlar 
diversos processos biológicos fundamentais como: respostas inflamatórias, divisão, 
proliferação e diferenciação celular (ESTORNES. Y, BERTRAND. M. J. M. 2014). As 
IAPs humanas consistem em um grupo de oito proteínas, dentre elas as XIAP, IAP1
celular, IAP2 e a survivina presentes em uma diversidade de vias de sinalização 
intracelular. Dentre elas se destacam a via do receptor de necrose tumoral (TNFR), 
assim como do fator de crescimento transformante p (TGFp) e da proteína quinase 
ativada por mitógeno (MAPK). Uma das características dessas proteínas são seus 
domínios conservados de repetições IAP baculoviral (BIR), responsáveis pela 
interação com as caspases bloqueando o papel das mesmas, além de apresentarem 
moduladores negativos como as proteínas mitocondriais citocromo c e smac/diablo 
(BIRBAUM. M. J, CLEM. R. J, MILLER. L. K. 1994, BUDHIDARMO.R. & DAY. C. L. 
2014).
A survivina é o menor membro da família das IAPs, mas apresenta um papel 
reconhecido na inibição da apoptose, bem como no processo de divisão celular. 
Portanto, essa proteína encontra-se em níveis elevados em praticamente todos os 
tipos de células tumorais. Como a presença da proteína está diretamente associada 
a estruturas como centrossomas e microtúbulos do fuso mitótico, interagindo com a 
Aurora B quinase e com a proteína interna do centrômero (INCENP) (WANG. et. al., 
2003), essa proteína apresenta um papel importante não só na sobrevivência celular 
mas também na regulação da mitose em células tumorais, ganhando destaque como 
alvo importante na terapia do câncer (Figura 7) (CHAO et al., 2013). Além disso, a 
proteína participa também na angiogênese e na tolerância de células tumorais a 
drogas interferindo com o mecanismo de morte celular (O’CONNOR. D, S. et al., 2000. 
WANG. et al., 2013). O gene que expressa para a proteína survivina tem15 kb e 
encontra-se localizado no cromossomo 17, o qual contém quatro exons e três introns, 
tendo como produto uma proteína composta de 142 aminoácidos com peso molecular 
de 16,2 kDa (LI et al., 2015). A over-regulation da proteína está atrelada ao surgimento 
de uma terceira cópia desse cromossomo, especialmente em tumores avançados,
mas também está diretamente associada com a ativação de proteínas da família de 
fatores de transcrição (E2F) (ECKERLE, I. et. al., 2009).
A expressão das IAPs e sua ubiquitinação são rigidamente reguladas, além 
disso algumas IAPs possuem o domínio RING, que contribui para a autoubiquitinação 
bem como para a degradação proteossomal. Em alguns tipos de tumores pode ocorrer 
alterações na expressão dessas proteínas interferindo com o mecanismo de controle 
da morte celular. Assim a over-regulation ou a dow-regulation, não só das IAPs, mas 
de seus antagonistas é correlacionada com a progressão tumorogênica (FELTHAM. 
R. et al., 2011, DUBREZ L, BERTHELET J, GLORIAN V., 2013).
FIGURA 7: Principais vias relacionadas com o papel da proteína survivina.
FONTE: (SANI. R, M. et al., 2019).
O gene BIRC5 é altamente expresso em tecidos embrionários, porém sua 
expressão é insignificante em tecidos normais maduros a ponto de não ser facilmente 
rastreada (SANI. R, M. et al., 2019). Isso possibilitou a utilização da expressão desse 
gene como um marcador importante no diagnóstico do câncer. Estudos desenvolvidos 
por Sing et al. (2015), Altieri (2001 ) e Li (2005) demonstraram que a expressão desse 
gene em tumores juntamente com suas variantes de splicing sendo uma delas
survivina-AEx3 que detecta danos na molécula de DNA em células tumorais, é muito 
especifica e distinto quando comparadas com células normais.
Gene PIK3CA/Via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K).
A via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) é normalmente desregulada na maioria 
das células cancerosas, desempenha papel crucial na progressão e no 
desenvolvimento de tumores. Através da indução tanto extrínseca como intrínseca, 
essa via é responsável por regular múltiplas características celulares associadas à 
sobrevivência, proliferação, metástase e angiogênese. Desse modo a hiperativação 
da via PI3K, representa um aumento da aptidão biológica no sentido de promover o 
sucesso replicativo, o que confere vantagens para as células pré-malignas e/ou 
transformadas. Outro ponto relevante dessa via é sua capacidade de conferir 
resistência a terapias antineoplásicas, como a quimioterapia não seletivas, 
antiangiogênicas e imunoterapias (BROWN. K. K, TOKER. A. 2015. OKKENHAUG. 
K, GRAUPERA. M, VANHAESEBROECK. B. 2016. FRUMAN. et al., 2017).
Existem três classes de PI3Ks (Tabela 1), no entanto, as proteínas da classe I 
(PI3Ka, PI3Kp, PI3Ky e PI3KÕ) são reconhecidamente associadas ao câncer. Sua 
ativação fisiológica é equilibrada por fosfatases e homólogos de tensina, normalmente 
codificados pelo gene PTEN que por sua vez está deletado do cromossomo 10 em 
grande parte das células tumorais. Do grupo de genes das subunidades presentes na 
classe I dessas proteínas, apenas o PI3KCA normalmente apresenta mutação em 
cânceres humanos. Além disso a via PI3K em alguns tipos de câncer pode ser ativada 
de forma aberrante, devido a mutações ativadoras de amplificações e alterações no 
gene PIK3CA, que codifica para a subunidade catalítica p110a, a qual desencadeia a 
cascata de reações intracelular acabando por ativar a proteína quinase p (AKT).
Assim, as alterações no gene PIK3CA altera não só a expressão de AKT1 mas 
também o modulador negativo PTEN (COURTNEY.K. D, CORCORAN. R. B, 
ENGELMAN. J. A. 2010, DYSON. J, M. et al., 2018, PEARSON. et al., 2008).
TABELA 1: Classes de PI3Ks, genes e isoformas correspondente, bem como a relação subunidade 
catalítica e regulatória.
Classes de Subunidade catalítica Subunidade Regulatória
P13Ks
Isoforma Gene Isoforma Gene
I p110a PIK3CA p85a, p55a, 
p50a*
PIK3R1
piiop PIK3CB P85P PIK3R2
p110õ PIK3CD P55y PIK3R3





III VPS34 PIK3C3 vps15 PIK3R4
*  variantes de splicing
FONTE: (PARK. S. et al.,2018)
Na cascata de reações PI3K (Figura 8) a proteína é responsável pela ativação 
de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), após ativação de receptores de tirosina- 
quinase (RTKs), (ativados por hormônios como insulina e por fatores de crescimento), 
na membrana plasmática. Porém de acordo com Barouki. et. al. (2007), existe a 
possibilidade de PI3K ser modulada pela ativação do receptor citoplasmático Aryl 
hidrocarboneto ou receptor de hidrocarbonetos aromáticos (AhR), que ativa quinase 
de adesão focal (FAK), a qual ativa PIK3 naturalmente (KRANP. G. 2005).
Após ativação da P13K, a proteína PIP3 recruta quinase 1 dependente de 
fosfoinositídeos (PDK1) e AKT. A quinase PDK1 ativa a quinase AKT por fosforilação, 
ocorrendo na sequência uma segunda fosforilação de AKT pelo complexo rapamicina 
2 de mamífero (mTORC2). Isso desencadeia numerosas respostas, como
proliferação, sobrevivência celular e síntese proteica, mediante ativação de vários 
tipos de sinalizadores proteicos, como a S6 quinase p70 ribossômica (S6K), a proteína 
fator de iniciação da tradução eucariótica 4E (eIF4E), a glicogênio sintase quinase 3p 
entre outras (PARK et al., 2018).
FIGURA 8: Via de Sinalização fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)
FONTE: (BASELGA. 2011).
Gene Tp53/ Proteína P53.
Após sua descoberta ao final da década de 70, o gene Tp53 foi estabelecido 
como um proto-oncogene, pois o mesmo apresenta funções na manutenção da 
integridade genômica, paradas transitórias do ciclo celular para reparo de quebras na 
fita do DNA, além de estar associado com senescência e morte celular. A proteína 
P53 apresenta papel importante na apoptose, isso se deve à sua capacidade de 
regulação transcricional de genes relacionados a esse mecanismo, além de 
apresentar ação direta sobre determinadas proteínas envolvidas no mesmo processo 
(PETITJEAN. et al., 2007, REINHARDT. H. C. & SCHUMACHER. B. 2012.). Um dos 
papeis na morte celular é a sua capacidade de migrar para o núcleo em situações de 
estresse celular, onde regula a transcrição de fatores pró-apoptóticos como PUMA,
BAX, BAK, BID e NOXA, se associando à região promotora dos genes que codificam 
para essas proteínas (NAKANO. K. VOUSDEN. K. H. 2001, RILEY. T. SONTAG. E. 
CHEN. P. LEVINE. A. 2008).
Uma vez que interfere diretamente com fatores pró-apoptóticos, a P53 está 
associada com o aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial externa, que 
mesmo podendo ser inativada por MCL-1(anti-apoptótica) em condições de estresse 
celular, induz a ativação de BAK (pró-apoptótica). Além disso, danos no DNA 
promovem sua ligação com a proteína Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium 
ATPase 2 (SERC2) e a canais de cálcio presentes na membrana do retículo 
endoplasmático, as quais sofrem alterações conformacionais, levando a um aumento 
do influxo de Ca2+ intracelular. Esses eventos culminam com um aumento da 
permeabilidade da membrana mitocondrial externa promovendo a liberação do 
citocromo c para o citosol, iniciando uma cascata de eventos que terminam com a 
ativação das caspases efetoras no processo de apoptose (YAMADA. K.& YOSHIDA 
K., 2019).
Concomitante a isso a proteína P53 impede a ação de proteínas anti- 
apoptóticas como a BCL-2 e BCLxL, responsáveis por inativação de fatores pró- 
apoptóticos. Em muitos tipos de câncer a correlação da expressão de BCL-2 é inversa 
a de P53, onde estudos sugerem que a expressão de BCL-2 pode vir a ser regulada 
por P53 de forma pós-traducional ou agir de forma direta sobre a BCL-2 através do 
seu domínio de ligação com o DNA. Outro fator importante é a regulação de P53 para 
os microRNAs (MIRs), miR-15 e miR-16-1 principais responsáveis por suprimir BCL-
2. Esses microRNAs comportam-se como supressores tumorais, os quais são 
negativamente regulados juntamente com a over-regulation de BCL-2 e mutações em 
Tp53 em vários tipos de câncer (YAMADA. K.& YOSHIDA K., 2019) (Figura 9). De
acordo com Lu et al. (2014), o gene Tp53 possui um índice de mutação diferenciado 
entre os diferentes tipos de câncer. Em 95% dos casos, o câncer de ovário apresenta 
mutação de Tp53 mas apenas 50-70% dos cânceres de pulmão e cólon 
respectivamente apresentam a mesma mutação. Já com relação ao melanoma 
humano, o Tp53 se diferencia com um percentual menor ainda, entre 10 a 20% de 
mutações, existem ainda diversas interpretações com relação aos seus níveis de 
expressão, não existindo um padrão uniforme na expressividade de p53 no 
melanoma. Alguns estudos associam o aumento da expressão a um pior prognóstico: 
Tchernev G, Orfanos C, E. (2007); Yamamoto, et al. (1995). Karjalainen. et al. (1999). 
Enquanto outros não encontraram tal relação, Alonso et al. (2004); Hieken. et al., 
(1999) e Lu et al. (2014).
Dentre os inibidores da proteína P53 os mais conhecidos são os MDM2 (minuto 
duplo murino 2) e MDMX, posteriormente definido como MDM4 convenientemente 
over-regulated nos tumores em geral. Essas proteínas desempenham uma importante 
função nessa via, pois podem se ligar ao domínio transcricional N-terminal da proteína 
inibindo sua atividade transcricional, bem como agindo como ubiquitinas ligase 
através dos domínios RING-E3. A inativação do gene Tp53 no melanoma também 
pode ser realizada através de uma deleção ou mutação do locus gênico CDKN2A 
(Ciclina dependente de quinase 2 ou INK4a/ARF), que codifica para P14ARF e 
P16INK4 que impedem a ativação de P53 pela via MDM2. Isso acontece porque a 
inibição da MDM2 de responsabilidade da P14ARF não ocorre. Alterações como 
mutação ou deleção de Tp53, amplificação de MDM2 e MDM4, deleção de CDKN2A, 
ocorre em 55% dos casos de melanoma, o que faz esse mecanismo relevante para 
esse tipo de tumor (LU. M. MILLER. P. LU. X. 2014, SHADFAN. M PAJARES. V. L, 
YUAN. Z. 2012).
FIGURA 9: Relação entre a proteína p53 e mecanismos de apoptose.
FONTE: (YAMADA. K.& YOSHIDA K. 2019).
Sendo assim, os genes citados e considerados para esse estudo, são fortes 
candidatos a sofrerem alterações durante o processo neoplásico ou responderem de 
forma intracelular à presença de moléculas presente no ambiente. A exposição pode 
então desencadear repostas celulares de ordem fenotípica ou genotípica, pois a 
literatura demonstra que esses genes modulam diversos mecanismo intracelulares 
associados com mecanismos de proliferação e sobrevivência celular.
Atualmente existem diversos estudos que retratam o potencial carcinogênico 
de muitas substâncias químicas presentes no ambiente, dentre elas as moléculas de 
origem antrópica. No entanto, muito pouco se sabe sobre a ação dessas moléculas 
em células tumorais, o que inclui esse estudo dentro de uma nova abordagem 
toxicológica que é a alteração do fenótipo de células tumorais pela exposição a 
poluentes orgânicos, alterando o perfil celular elevando a malignidade e assim 
interferindo com o prognóstico do câncer.
3 JUSTIFICATIVA
De uma forma geral, vários estudos têm descrito o papel carcinogênico de 
várias moléculas xenobióticas com potencial para induzir o câncer em populações 
humanas. No entanto, até o momento na literatura pesquisada, nenhum trabalho foi 
encontrado com o intuito de investigar se esses xenobióticos podem interferir 
alterando o fenótipo de células tumorais gerando um perfil celular mais maligno
Trabalhos recentes do Laboratório de Toxicologia Celular mostraram que após 
a exposição de células tumorais a poluentes orgânicos, em determinadas 
concentrações foram observadas alterações como o aumento do metabolismo 
mitocondrial e lisossomal, bem como na proliferação celular. Segundo os autores a 
consequência desses dados foi uma diminuição observada nos padrões de morte 
celular das células em cultura (LIEBEL et al., 2016). Isso levantou um questionamento, 
onde possivelmente alterações no mecanismo de apoptose utilizado para garantir a 
manutenção das células tumorais, pode estar sendo modulado pela exposição aos 
xenobióticos, levando estas moléculas a modular alterações fenotípicas e moleculares 
e com isso aumentando a malignidade dessas células, interferindo com o prognóstico 
da doença.
Dessa forma buscamos investigar diferentes vias associadas com a apoptose 
para compreender se o BDE-209 e o TCDD são capazes de modular o mecanismo de 
morte celular favorecendo a condição proliferativa da célula. Duas vias foram 
consideradas no estudo, a extrínseca e a intrínseca. Para a via extrínseca avaliamos 
a expressão do gene PI3KCA (proteína PI3K) devido ao seu envolvimento na ativação 
e sinalização intracelular da proteína Kinase p, essa quando ativada regula 
mecanismos de crescimento e proliferação celular através de cascatas fosforilativas. 
Ao avaliar a expressão da P13K, imaginamos uma modulação dos xenobióticos na
ativação do receptor de membrana tirosina quinase ou mesmo nos mecanismos de 
transdução do sinal.
Pela via intrínseca, decidimos avaliar um dos mecanismos mais conhecidos na 
indução da apoptose que é o balanço entre as proteínas BCL2 e BAX 
(respectivamente anti- e pró-apoptótica). Tanto BCL2 quanto BAX fazem parte de uma 
família especifica de proteínas, responsáveis por controlar o mecanismo de morte 
celular. Um aumento na expressão de BCL2 impede a oligomerização da proteína 
BAX impedindo a mesma de aumentar a permeabilidade da membrana externa das 
mitocôndrias, o que despertaria um mecanismo indutor de apoptose pela formação do 
apoptossoma. O gene da SURVIVINA, o menor membro da família das IAPs 
(Proteínas inibidoras da apoptose) está associada a estruturas como centrossomas e 
microtúbulos do fuso mitótico, e estando, portanto, envolvida na sobrevivência celular 
e também na regulação da mitose. Outro gene considerado no estudo dos 
mecanismos intrínsecos da morte celular é o Tp53. Esse gene possui um papel 
importante na regulação do ciclo celular, no reparo do DNA, além de estar relacionado 
à indução da apoptose em condições de stress celular.
4 HIPÓTESE.
A pré exposição ao TCDD e BDE-209 induz o aumento da expressão de genes 
PI3KCA, BCL2, BIRC5 (SURVIVINA) e diminuição de BCL2 associada a proteína X 
(BAX), modulando assim negativamente o mecanismo de morte celular por apoptose 
em células do melanoma murino B16-F1 e favorecendo sua malignidade tornando-as 
menos sensíveis ao estresse químico.
5 OBJETIVO GERAL
Investigar através da exposição aguda (24h) e crônica (15 dias) se o TCDD e 
BDE-209 modulam alterações inibindo a expressão de genes associados com a morte 
celular em células neoplásicas melanocíticas murinas B16-F1.
5.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
1. Avaliar se a exposição ao TCDD e BDE-209 altera mecanismos como a morte
celular e a proliferação de células B16F1;
2. Investigar a expressão de genes relacionados com mecanismos anti e pró- 
apoptóticos: PI3KCA, BCL2, BCL2 associada a proteína X (BAX), BIRC5 
(SURVIVINA) e Tp53 após exposição ao TCDD e BDE-209;
3. Relacionar os dados de expressão gênica, viabilidade e proliferação celular
com o papel dos contaminantes na sensibilização de células tumorais B16-F1 ao 
estresse químico.
6 METODOLOGIA
6.1 MODELO DE ESTUDO
Para o desenvolvimento desse estudo foram utilizadas células de melanoma
murinho da linhagem B16F1 (ATCC® - American Type Culture Collection) adquiridas 
do BCRJ (Banco de Células do Rio de Janeiro) (Figura 10). As células serão expostas 
aos contaminantes ambientais TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina) e ao BDE- 
209 (2,2',4,4',5-pentabromodifenil éter) obedecendo o desenho experimental 
proposto. Posteriormente à exposição, serão observados parâmetros pré-
estabelecidos para avaliar se as células B16F1 apresentam alterações no seu 
fenótipo. Adicionalmente, os ensaios in vitro buscam simular situações que possam 
se aproximar aos eventos que ocorrem in vivo.
FIGURA 10: Células de melanoma murino B16-F1 em cultivo celular.
FONTE: (STEIL. 2016).
A seleção das concentrações teste foi realizada com base em estudos 
anteriores onde determinada concentração de cada composto foi detectada no soro 
humano (BDE-209 1,0nM e TCDD 0,1nM). Tais trabalhos foram selecionados dos 
trabalhos da Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR, 1998 apud 
EGELAND et al. 1994) para o TCDD (soro sanguíneo) e de Mazdai et al. (2003) para 
o BDE-209 (IPBDEs soro materno). Sendo assim, as concentrações utilizadas foram 
0,01nM, 0,1nM e 1nM tanto de TCDD quanto para o BDE-209 para fins comparativos. 
Tecnicamente o TCDD se apresenta como um controle comparativo em relação ao 
BDE-209, visto que o primeiro é tido como citotóxico e carcinogênico, porém pouco se 
sabe a respeito do segundo. Além disso, os resultados de um screening de 
concentração realizado tanto para o BDE-209 como para o TCDD, auxiliaram na
escolha das concentrações teste utilizadas, partindo das inicialmente encontradas no 
soro (STEIL, 2016).
Em relação ao tempo de exposição, a seleção ocorreu mediante alguns 
resultados encontrados não só na literatura, mas também de viabilidade realizados 
em nosso laboratório. Existem na literatura experimentos de exposição crônica de 
células a poluentes desde meses (BAIRD et al, 2016), 14 e 18 dias (LEHNERT et al, 
1991) e até mesmo extremos com exposição de um ano (RAJA et al 2016). No 
entanto, optamos por realizar uma exposição de 24h, com o intuito de observar uma 
resposta aguda, em especial com relação a expressão dos genes de interesse. A 
exposição crônica foi estabelecida por um período de 15 dias, pois possibilita a 
formação de populações celulares mais homogêneas, visando uma resposta mais 
próxima da in vivo, além disso motivos operacionais, condições e questões de 
segurança contra contaminações ao cultivo de células auxiliaram a estabelecer esse 
como o melhor período de exposição.
. Sendo assim buscamos identificar o que ocorre em células B16F1, nas várias 
concentrações de BDE-209 e TCDD, em períodos de 24h e 15 dias, para avaliar se 
as respostas poderiam influenciar alterações no fenótipo e/ou genótipo que pudesse 
ser relacionado com a malignidade celular. Todos os dados são originados de três 
experimentos independentes onde para cada grupo foram consideradas pelo menos 
uma triplicata.
6.2 CULTIVO CELULAR
As células de melanoma murino B16F1 foram cultivadas em meio DMEM,
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e 40^g/mL de gentamicina. As 
linhagens celulares foram mantidas a 37°C em incubadora com atmosfera umidificada
e 5% de CO2. Para os ensaios que exigiam a análise em espectrofotômetro, foram 
plaqueadas 6.000 células por poço em microplacas de 96 poços (ensaios de 
viabilidade 24 hrs). Para ensaios de 15 dias foram plaqueadas cerca de 70.000 células 
em garrafas médias de cultivo celular, bem como para os ensaios de expressão 
gênica. Os subcultivos foram realizados a cada 3 dias, visando o controle da 
confluência celular.
6.3 ORGANIZAÇÃO DOS GRUPOS ANALISADOS -  TEMPOS DE EXPOSIÇÃO E
PREPARO DAS CONCENTRAÇÕES TESTE 
Os poluentes foram diluídos em PBS e DMSO, gerando assim as soluções
mães e acondicionadas em vidro âmbar a -20°C. A concentração final de DMSO no
grupo veículo e nos grupos expostos ao TCDD e BDE foi de 0,05%, sendo esse
percentual aceito e amplamente utilizado para ensaios citotoxicológicos (LIEBEL et
al., 2016). Foram realizadas tréplicas independentes (diferentes descongelamentos)
tanto nos ensaios de viabilidade como nos de expressão gênica 24 hrs e 15 dias.
6.4 AZUL DE TRIPAN.
Para os experimentos crônicos, esses foram realizados em garrafas médias de
cultivo plaqueadas com 7 x 104 células em meio DMEM suplementado com 10% de 
SFB. Após 15 dias de exposição aos contaminantes as células foram desaderidas do 
fundo das garrafas com 2ml de solução contendo tripsina 0,25% e EDTA 0,02%. O 
conteúdo das garrafas foi centrifugado, o sobrenadante descartado e o pellet de 
células ressuspendido em meio DMEM 2:1 Azul de Tripan 0,4%. Após 2 min, as 
células foram contadas (100 Cél) em câmara de Neubauer. Células coradas em azul 
foram consideradas como não viáveis. O experimento foi executado em triplicata.
6.5 VERMELHO NEUTRO
As células foram expostas aos dois contaminantes nos dois períodos, 24 hrs e
15 dias. (Posteriormente reincubadas a 5% de CO2 e 37°C por 24 horas, somente no 
caso crônico). Após esse período o meio foi removido e um total de 200^L de solução 
de vermelho neutro (40^g/mL) foi adicionado em cada poço, permanecendo em 
incubação por 24 horas a 37°C. As células foram então lavadas com uma mistura de 
Cloreto de Cálcio 1 % e formaldeído 0,5%. Foi acrescido uma solução de ácido acético 
1% e etanol 50% que após agitação por 10 minutos em temperatura ambiente foi 
realizada a leitura em espectrofotômetro a 540nm. Os controles foram realizados com 
o meio e o veículo e o experimento executado em triplicata. Esse ensaio possui como 
principal aspecto avaliar a atividade do sistema endossoma lisossoma das células em 
questão (REPETTO; PESO; ZURITA, 2008).
6.6 ENSAIO MTT
. As células foram expostas aos dois contaminantes nos dois períodos, 24 hrs 
e 15 dias. (Posteriormente reincubadas a 5% de CO2 e 37°C por 24 horas, somente 
no caso crônico). Após o tempo de exposição foi adicionado uma solução de meio 
DMEM suplementado com 10% de SFB contento 0,5 mg/ml de MTT (3-(4,5- 
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). As células foram incubadas 
com o reagente durante 30 min, o conteúdo dos poços foi retirado integralmente, foi 
adicionado 100 ^l de DMSO em cada poço, o material foi homogeneizado e a 
absorbância foi medida em seguida a 560 nm (MOSMANN, 1983, com modificações). 
A leitura foi realizada com espectrofotômetro em 560nm. Os grupos controle foram 
realizados com o meio e o veículo, e o experimento executado em triplicata. O 
presente ensaio tem por objetivo analisar a atividade de enzimas (desidrogenasses) 
mitocondriais, podendo assim avaliar o metabolismo mitocondrial (MOSMANN, 1983).
6.7 CRISTAL VIOLETA
Após o período de tratamento as células foram fixadas com paraformaldeído
4% por 30 minutos em temperatura de 2 - 8°C, coradas com 100pL da solução de 
cristal violeta 0,2% em água durante 15 minutos, e em seguida lavadas com água. A 
eluição do corante foi realizada utilizando uma solução de ácido acético 33%, sob 
agitação constante, por 30 minutos e leitura efetuada em espectrofotômetro a 570nm. 
Os grupos controle foram realizados com o meio e o veículo, e o experimento 
executado em triplicata. O cristal violeta visa avaliar a proliferação celular mediante 
retenção do corante pelas células (VEGA-AVILA; PUGSLEY, 2011).
6.8 CLONOGÊNICO
Após exposição, foram plaqueadas 250 células por poço em placas de 24
poços e incubadas (37°C e 5% CO2) com meio DMEM 10% SBF durante 7 dias. O 
meio foi descartado, as células fixadas com metanol 2% em PBS durante 30 min, 
coradas com cristal violeta 0,5% por 15 min e as colônias contadas em microscópio 
invertido e fotografadas. Para o cálculo do fator de sobrevivência (FS), considera-se 
o tamanho e a quantidade de colônias observadas (>50 células) em relação ao espaço 
ocupado no poço quanto mais colônias e maiores, maior a capacidade de formação 
de colônias, proliferação e crescimento celular a contagem bem como o percentual 
em relação a área ocupada do poço, foi realizada com auxílio do software ImageJ. 
(MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005. RASBAND, W.S, 2018).
6.9 DESENHO DOS PRIMERS PARA ANÁLISE DE QPCR
Os primers foram desenhados baseados no próprio mRNA, após download das
sequências de mRNA e do gene a ser estudado. Iniciou-se a obtenção dos possíveis
primers no programa primer 3 a partir da sequência do mRNA. No programa 
GeneRunner foi introduzido a sequência do gene e testado a hibridização dos primers, 
observando o tamanho do amplicon formado. Realizou-se o mesmo procedimento, 
observando o amplicon gerado pela sequência de mRNA. Essa etapa tem como 
objetivo, identificar se há diferenças do amplicon do gene e do mRNA. Essa diferença 
é necessária para identificar uma possível contaminação de DNA genômico na 
amostra de cDNA. Após a confirmação de diferenciação do primer (amplicon do cDNA 
diferente do amplicon do gene), foi realizado comparações dos primers contra o 
GenBank. Os primers foram desenhados após download das sequencias de todos os 
alvos depositados no GenBank, devidamente alinhadas e submetidas aos softwares 
GeneRunner e Primer3. Os primers foram validados através de PCR convencional, 
em que as bandas correspondiam ao tamanho em pares de base de cada amplicon e 
por fim o desempenho em reação de qPCR com SYBRgreen. Foram utilizadas a 
concentração ideal de 6 picomol de primers e 5^M de cDNA.
TABELA 2: Genes e sequências dos nucleotídeos correspondentes
GENE SEQUÊNCIA
BAX (amplicon 114pb) F S' CTGGTGCTCAAGGCCCTGTG S'
R S' GCCACCCTGGTCTTGGAT S'
B CL-2 (amplicon 109pb) F S' TGGTGGAGGAACTCTTCAGG S'
R S' AGGGGTGACATCTCCCTGTT S'
BETA2 ENDÓGENO (amplicon 110pb) F S' CGAGACATGTGATCAAGCATC S'
R S' GCTATTTCTTTCTGCGTGCAT S'
BIRC5 (amplicon 106pb) F S' GACTGCAAAGACTACCCGTCA S'
R S' ATGCGTGGCTTAGATGTGG S'
BIK3CA (amplicon 109pb) F S' TGACCTTCGGCTTTTTCAAC S'
R S' GGCATGCCAATAACAAAACC S'
TP53 (amplicon 100pb) F S' GGCGTAAACGCTTCGAGAT S'
R S' CTGGAGTGAGCCCTGCTG S
FONTE: O Autor (2019).
6.10 EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL E CONVERSÃO PARA CDNA
As extrações do RNA total das amostras foram efetuadas através de kits
específicos para amostras de cultura de células (Purelink RNA mini Kit - Applied
Biosystems, Thermo Fisher) empregando o protocolo recomendado pelo fabricante. 
Após a extração foi realizada imediatamente a conversão para cDNA, sendo este o 
material a ser quantificado. Conversão realizada usando o kit Superscript IV (Applied 
Biosystems -  Thermo Fisher). Os resultados apresentaram cDNAtotal de ótima 
qualidade, confirmado pela quantificação em espectofotômetro através da razão de 
absorção A260/A280 na qual, a razão mostrou um valor médio de 1,628 (grau de 
pureza). Em seguida o material foi convertido em cDNA total utilizando kit Superscript 
IV (Applied Biosystems -  Thermo Fisher). Os procedimentos moleculares, foram 
realizados no Laboratório de Patologia da UFPR.
6.11 ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA - QPCR
A análise da expressão gênica foi realizada por PCR em tempo real (qPCR)
utilizando como controle o gene endógeno p2-Microglobulina murino, podendo assim 
estabelecer comparações nos níveis de expressão entre diferentes amostras antes e 
após a exposição aos contaminantes nas diferentes concentrações. As reações foram 
realizadas em termociclador Step one fast system (Applied Biosystems), utilizando o 
SYBRGreen PCR Master Mix para cada reação.
6.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA.
Para os ensaios in vitro, foram realizados três experimentos independentes
para cada ensaio, com pelo menos três replicatas por grupo. Para a análise estatística, 
os valores médios de cada experimento foram empregados para comparação entre 
controle e todas as concentrações de BDE-209 e TCDD bem como para a análise por 
qPCR que apresenta seu resultado de comparação dos níveis de mRNA dos alvos 
por AACT já incluso no software do termociclador. Assim os dados seguiram para a 
análise quando aplicável. Os valores de p<0.1, p<0.05 e p <0,01 serão considerados
estatisticamente para efeito de discussão, em última análise todos os dados foram 
submetidos ao software Graph Pad Prisma 5, one-way ANOVA Kruskal- Wallis post 
test: Dunns (© 1995-2017 GraphPad Software, Inc. All rights reserved).
7 RESULTADOS
7.1 VIABILIDADE/CITOTOXICIDADE CELULAR.
Ensaio com Azul de Tripan:
De acordo com o ensaio de azul de Tripan (Tabela 3), após exposição crônica 
aos contaminantes BDE-209 e TCDD, o percentual de células viáveis não apresentou 
alterações significativas quando comparado ao grupo controle.
TABELA 3: Percentual de células marcada e não marcada pelo azul de Tripan
G rupos de Exposição (1S DIAS) Cél.Viaveís (%) Cél. M a rca d a s  p e lo  azu l de T ripan (%)
C ontro le 99% 1%
C ontro le  D. TCDD 98% 2%
C ontro le  D. BDE-209 99% 1%
BDE 0 ,0 1 n M 98% 2%
BDE 0 ,1 n M 97% 3%
BDE 1 n M 98% 2%
TCDD 0 ,0 1 n M 98% 2%
TCDD 0 ,1 n M 98% 2%
TCDD 1 n M 98% 2%
Fonte: O Autor (2019)
Ensaio de Cristal Violeta:
Em relação à média estatística das células controles, utilizadas como 
comparação durante o ensaio de Cristal Violeta, o qual avalia a proliferação celular, 
foi observado que não houve alterações significativas (Gráfico 1) entre as células do 

















Gráfico 1: Controles utilizados no ensaio Cristal Violeta nas exposições de 24hrs e 15 dias ao TCDD e BDE-209. 
p<0.1 (*) p<0.05 (**),p<0,01 (***)
Referente à proliferação frente a exposição aguda por 24hrs aos 
contaminantes nas concentrações testadas (Gráfico 2), somente o TCDD nas três 
concentrações apresentou aumento significativo na proliferação, diferentemente do 
BDE-209 que demonstrou não interferir na taxa proliferativa das células expostas. O 
TCDD 0,01 TCDD 0,1 e TCDD 1nM, apresentaram respectivamente 20,8 %, 15,3 % e
17,7 % de aumento com relação a absorbância do corante cristal violeta, indicando 
que o TCDD estimula a proliferação celular, principalmente na menor concentração.
Cristal violeta - 24 h Cristal violeta - 24 h
nM/mL nM/mL
Gráfico 2: Cristal Violeta, avaliação da proliferação celular mediante exposição de 24 hrs a TCDD e BDE-209 em 
diferentes concentrações p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01 (***)
Em comparativo com a exposição de 24 hrs é possível notar um 
comportamento bem diferenciado das células, referente a exposição crônica (15dias).
O primeiro ponto importante está associado ao fato do TCDD 0,1nM que antes 
em 24 hrs estimulava a proliferação, agora ocorre inibição desse parâmetro em cerca 
de 8%, comparado ao controle (veículo TCDD). As demais concentrações também 
apresentam redução parcial.
Outro dado interessante se apresenta nas concentrações de BDE, visto que 
após 15 dias de exposição (Gráfico 3) o mesmo tende a estimular a proliferação das 
células B16-F1, diferentemente do que ocorria em 24 hrs de exposição. Com destaque 
para o BDE-209 0,01nM que apresentou aumento de aproximadamente 8% em 
relação ao controle (veículo BDE), regulando de forma positiva a proliferação de 
células B16-F1.
Cristal violeta -15 dias Cristal violeta -15 dias
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Gráfico 3: Cristal Violeta, avaliação da proliferação celular mediante exposição de 15 dias a TCDD e BDE-209 em 
diferentes concentrações p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01 (***)
Ensaio de Vermelho Neutro.
O ensaio de Vermelho Neutro não apresentou diferença estatística entre seus 
respectivos controles, tanto para os ensaios de exposição aguda (24hrs) como para 
os ensaios crônicos (15dias), semelhante ao que ocorre no ensaio de Cristal Violeta. 
(Gráfico 1). Sendo assim os controles demonstram não alterar a atividade do sistema 
endolissoma lisossoma das células B16-F1.
Gráfico 4: Controles utilizados no ensaio Vermelho neutro nas exposições de 24hrs e 15 dias ao TCDD e BDE- 
209, p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01 (***).
Com a atividade do sistema endossoma lisossoma observada durante a 
exposição de 24hs não é possível concluir estatisticamente que os contaminantes são 
capazes de influenciar esse mecanismo. No entanto, em determinadas concentrações 
de exposição ao BDE-209 0,01nM, TCDD 0,1 e 1,0nM, pode-se notar um leve 
aumento da atividade, respectivamente 15,2%, 17% e 19,6%. Além disso, as 
concentrações de TCDD citadas apresentam correlação com o ensaio de proliferação 
(Gráfico 2).
Vermelho neutro - 24 h Vermelho neutro - 24 h
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Gráfico 5: Vermelho neutro, avaliação do sistema endolisossomal, mediante exposição de 24 hrs a TCDD e BDE- 
209 em diferentes concentrações p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01 (***).
A atividade do sistema endossoma lisossoma após exposição de 15 dias, 
apresenta homogeneidade nos dados para os dois contaminantes, não demonstrando 
alterações significativas em relação ao controle, principalmente com relação ao 
TCDD, diferentemente do que foi visto na exposição aguda 24hrs. A exceção ocorre 
no grupo exposto ao BDE-209 na concentração intermediária de 1,0nM, que tende a 
diminuir a atividade do sistema em cerca de 7%. Os dados mostram, portanto que
aparentemente os mecanismos envoltos com o sistema endossoma lisossoma 
respondem melhor quando sob estresse celular agudo.
Gráfico 6: Vermelho neutro, avaliação do sistema endolisossomal, mediante exposição de 15 dias a TCDD e BDE- 
209 em diferentes concentrações p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01 (***)
Ensaio MTT.
Assim como os demais ensaios voltados a viabilidade celular, o ensaio de MTT 
que busca avaliar o metabolismo mitocondrial, não apresentou diferença estatística 
em relação aos controles utilizados (Gráfico 7).
Gráfico 7: Controles utilizados no ensaio MTT, nas exposições de 24hrs e 15 dias a TCDD e BDE-209 p<0.1 (*) 
p<0.05 (**), p<0,01 (***)
O ensaio MTT na exposição aguda (24hr) aos contaminantes nas diferentes 
concentrações, demonstrou que tanto o BDE-209 quanto o TCDD não interferem 
significativamente no metabolismo mitocondrial. Referente ao BDE-209 é possível 
notar homogeneidade nas concentrações testadas, o que não ocorre no TCDD, onde 
existe uma maior flutuação dos dados.
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Gráfico 8: MTT, avaliação do metabolismo mitocondrial, mediante exposição 24hrs a TCDD e BDE-209 
em diferentes concentrações p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01 (***)
Já durante a exposição crônica (15dias) os dois contaminantes apresentam 
dados homogêneos, indicando que ambos não interferem no metabolismo 
mitocondrial nas concentrações testadas, semelhante ao que ocorre em 24 hrs de 
exposição (Gráfico 9). Dessa forma não havendo diferença estatística nos dois casos.
MTT -15 dias M T T-1 5d ias
Gráfico 9: MTT, avaliação do metabolismo mitocondrial, mediante exposição de 15 dias a TCDD e 
BDE-209 em diferentes concentrações p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01 (***)
ENSAIO CLONOGÊNICO.
O ensaio clonôgenico (figura 11) possibilita avaliar a capacidade de formação 
de colônias após exposição crônica (15 dias) das células nas concentrações testadas 
dos dois contaminantes. Com relação ao espaço ocupado pelas células (Tabela 4), 
não houve diferença percentual significativa quando comparada as concentrações dos 
dois contaminantes com seus respectivos controles.
TABELA 4: Grupos analisados e percentual da área ocupada do poço no ensaio clonogênico.
GRUPOS ANALISADOS ÁREA OCUPADA DO POÇO (%)
Veículo D. TCDD 2,69%
TCDD 0 ,0 1 n M 2,49%
TCDD 0 ,1 n M 2,57%
TCDD 1 n M 2,54%
Veículo D. BDE-209 2,68%
BDE 0 ,0 1 n M 2,70%
BDE0,1nM 2,49%
BDE 1 n M 2,55%
CONTROLE 2,68%
FONTE: O Autor (2019)
FIGURA 11. Fotografias representando a ação dos contaminantes na formação de colônias. E nsaio  C lonogên ico  
expos ição  crôn ica  (15 d ias) cé lu las  B16-F1; Em (A) cé lu las con tro le  (B) ve ícu lo  D M S O -B D E -209 , (C) 
ve ícu lo  D M S O -TC D D . (D), (E) e (F), respectivam ente  B D E -209  0 ,01nM , 0,1nM , e 1nM. Em (G) TC D D  
0,01 nM, (H) TC D D  0,1nM , e (I) TC D D  1nM. FO N TE : O A u to r (2019).
Embora a área ocupada pelas células não seja estatisticamente diferente, o 
ensaio mostra que o BDE-209 assim como o TCDD, possuem a capacidade de 
diminuir o tamanho das colônias, pois visualmente, a exposição crônica (15 dias) aos 
contaminantes, deixa as colônias menores e mais distantes entre si diferentemente
do que ocorre nos respectivos controles.
Resultados de exposição aguda:
Para análise de expressão gênica foram selecionados determinados genes 
associados com a progressão tumoral e indução ou inibição da apoptose de acordo 
com a literatura. Um grupo de genes codifica para proteínas pró-apoptóticas como a 
BAX, que mediante a exposição aguda (24hrs), demonstrou que a maioria das 
concentrações dos contaminantes não influencia na expressão do gene, porém a 
concentração BDE 1 nM tende a modular positivamente a expressão, com aumento de 
28%.
nM/ml nM/ml
Gráfico 10: Expressão do gene BAX frente exposição aguda (24hrs) a TCDD e BDE-209 nas 
concentrações de 0.01, 0.1 e 1 nM, comparado aos veículos DMSO-TCDD e DMSO-BDE 
respectivamente, por AACT p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01 (***).
Outro gene importante dentro da via intrínseca da apoptose é o gene BCL2 que 
codifica a proteína de mesmo nome, com papel anti-apoptótico. O gene demostra não 
sofrer alterações em sua expressão nas menores concentrações de ambos os 
contaminantes, no entanto a concentração de 1nM principalmente para o TCDD 
apresenta grande elevação, visto que a expressão dobrou em relação ao veículo.
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Gráfico 11: Expressão do gene BCL2 frente exposição aguda (24hrs) a TCDD e BDE-209 nas 
concentrações de 0.01, 0.1 e 1 nM, comparado aos veículos DMSO-TCDD e DMSO-BDE 
respectivamente, por AACT p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01(***)
O gene BIRC5 correspondente à expressão da proteína survivina um dos tipos 
de IAPs, também relacionada com a via intrínseca do mecanismo de morte celular. 
Nesse caso a exposição aguda (24hrs) apresenta expressão uniforme, não variando 
em relação ao veículo, principalmente nas concentrações de TCDD, enquanto das 
concentrações de BDE-209 testadas, somente a de 1nM indica elevação (36%).
Gráfico 12: Expressão do gene BIRC5 frente exposição aguda (24hrs) a TCDD e BDE-209 nas 
concentrações de 0.01, 0.1 e 1 nM, comparado aos veículos DMSO-TCDD e DMSO-BDE 
respectivamente, por AACT p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01(***)
O gene PI3KCA é responsável por codificar o fosfatidilinositol-3-quinase mais 
precisamente a subunidade catalítica p110a. As concentrações de TCDD mostram 
aparentemente uma situação de dose dependência em comparação ao veículo, já nas 
concentrações de BDE-209 testadas a expressão do gene se mantem uniforme, com 
exceção para BDE-209 1nM, onde um aumento de 37% é observado.
Gráfico 13: Expressão do gene PI3KCA frente exposição aguda (24hrs) a TCDD e BDE-209 nas 
concentrações de 0.01, 0.1 e 1 nM, comparado aos veículos DMSO-TCDD e DMSO-BDE 
respectivamente, por AACT p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01(***)
Referente ao gene TP53 nota-se que tanto a exposição ao BDE-209 como ao 
TCDD, não influenciaram drasticamente na expressão desse gene após exposição 
aguda (24hrs). No entanto, ocorre um aumento de 6,15% na expressão do gene após 
exposição ao TCDD 01nM.
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Gráfico 14: Expressão do gene TP53 frente exposição aguda (24hrs) a TCDD e BDE-209 nas 
concentrações de 0.01, 0.1 e 1 nM, comparado aos veículos DMSO-TCDD e DMSO-BDE 
respectivamente, por AACT p<0.1 (*), p<0.05(**), p<0,01(***)
Resultados da exposição crônica:
A análise da expressão gênica foi também foi realizada após exposição crônica 
(15 dias) aos poluentes nas mesmas concentrações. Foi observado que após a 
exposição prolongada ao contaminante, a expressão de BAX tende a se manter 
equiparada ao veículo nas concentrações testadas (Gráfico 15), mesmo na 
concentração de BDE-209 1nM, a qual demonstrava sinais de alteração (Gráfico 10).
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Gráfico 15: Expressão do gene BAX frente exposição crônica (15 dias) a TCDD e BDE-209 nas 
concentrações de 0.01, 0.1 e 1 nM, comparado aos veículos DMSO-TCDD e DMSO-BDE 
respectivamente, por AACT p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01(***)
A expressão do gene BCL2 aparentemente não demonstrou alteração após 
exposição crônica (15 dias), sendo assim o nível de expressão tende a manter-se 
semelhante ao controle veículo; diferente do observado na exposição aguda (Gráfico 
11), onde as maiores concentrações modulam positivamente a expressão do gene.
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Gráfico 16: Expressão do gene BCL2 frente exposição crônica (15 dias) a TCDD e BDE-209 nas 
concentrações de 0.01, 0.1 e 1 nM, comparado aos veículos DMSO-TCDD e DMSO-BDE 
respectivamente, por AACT p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01 (***).
A expressão do gene BIRC5, após exposição crônica (15 dias) aos dois 
contaminantes não apresenta variações significativas quando comparadas com o 
grupo controle veículo (Gráfico 17).
Gráfico 17: Expressão do gene BIRC5 frente exposição crônica (15 dias) a TCDD e BDE-209 nas 
concentrações de 0.01, 0.1 e 1 nM, comparado aos veículos DMSO-TCDD e DMSO-BDE 
respectivamente, por AACT p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01 (***).
A expressão do gene PI3KCA durante o ensaio agudo (Gráfico 13) apresenta 
variações que sugerem uma elevação da expressão do gene após exposição ao BDE- 
209 1nM, e aparentemente dose dependente nas concentrações testadas de TCDD, 
no entanto, nenhuma diferença ou alteração significativa é observada quando as 
células são expostas durante 15 dias (Gráfico 18).
Gráfico 18: Expressão do gene PI3KCA frente exposição crônica (15 dias) a TCDD e BDE-209 nas 
concentrações de 0.01, 0.1 e 1 nM, comparado aos veículos DMSO-TCDD e DMSO-BDE 
respectivamente, por AACT p<0.1 (*) p<0.05 (**), p<0,01 (***).
Com relação a expressão do gene TP53, mediante exposição crônica aos 
contaminantes BDE-209 e TCDD, nota-se que a expressão tende a manter-se 
parecida com a do veículo (Gráfico 19). Desse modo apresenta tecnicamente o 
mesmo perfil encontrado no ensaio agudo (Gráfico 14).
Gráfico 19: Expressão do gene TP53 frente exposição crônica (15 dias) a TCDD e BDE-209 nas 
concentrações de 0.01, 0.1 e 1 nM, comparado aos veículos DMSO-TCDD e DMSO-BDE 
respectivamente, por AACT p<0.1 (*), p<0.05(**), p<0,01 (***).
8 DISCUSSÃO.
Os resultados de exposição ao TCDD demonstraram que essa molécula 
interfere com a proliferação de células B16-F1, principalmente nas concentrações de 
0,01 nM e 0,1 nM em exposição aguda e crônica respectivamente. Esses dados vão de 
encontro ao descrito por Gao et al. (2016), com relação a exposição aguda, onde foi 
demonstrado que o TCDD induz o aumento de proteínas dependentes de quinase 
(CDK-ciclinas), bem como estimula a progressão da fase G1 para a S em células 
epiteliais isoladas do palato fetal humano (hFPECs). Por outro lado, uma possivel 
depleção é observada após exposição crônica, o que provavelmente deve-se às 
características citotóxicas da molécula. Os mesmos autores descrevem que a via 
PI3K/AKT é ativada pela exposição ao TCDD, sem, no entanto, apresentar dados que 
demonstrem qual é o mecanismo responsável. No presente estudo, foi observada uma 
possível modulação positiva dose dependente na expressão de PI3KCA mediante 
exposição aguda ao TCDD. Juntamente com os resultados de viabilidade celular, 
principalmente em relação a proliferação. Esses dados sugerem que a molécula pode 
estar modulando essa via (PI3K/AKT) pelo próprio controle da expressão da proteína 
Os testes de avaliação do sistema endossoma lisossoma das células B16-F1, 
como observado pelos dados de proliferação parece responder melhor ao estresse 
químico agudo, ou seja, o sistema é mais ativado após exposição de 24hrs, 
principalmente nas concentrações 0,1nM e 1nM. Esses resultados também estão 
associados a um aumento no número de células. De acordo com Dever and Opanasuk 
(2012) e Pierre et al. (2011), outros tipos de células tumorais também apresentaram 
aumento na taxa proliferativa após exposição ao TCDD, como as células de 
hepatocarcinoma humano (HePG2) e do meduloblastoma (MB). De acordo com os
autores, essa resposta vem sendo associada ao receptor Ahr responsável por regular 
mecanismos como proliferação e migração celular, além de proteínas da família 
citocromo p450 (CYP450). Outro dado importante que auxilia no entendimento desse 
estimulo proliferativo, mediado pelo TCDD, está atrelado aos baixos níveis de 
expressão do gene BAX, que não apresenta alterações significativas e pela over 
expressão do gene BCL2, onde após exposição aguda (24hrs) na concentração de 
1 nM a exposição ao contaminante foi capaz de dobrar o nível de expressão do gene. 
A capacidade do TCDD de alterar a expressão de BCL2, como visto nas células B16- 
F1, também foi descrita em células endometriais humanas (RL95-2) principalmente 
em concentrações mais elevadas (10nM) (TANAKA. et. al., 2007). O fato do TCDD 
em concentrações 10 vezes mais baixa poder induzir a expressão de proteínas 
antiapoptóticas como a BCL2, é um argumento a mais que vai de encontro à hipótese 
de que essa molécula pode favorecer a resistência da célula tumoral ao tratamento 
quimioterápico. Essa evidência fica mais forte quando Hanlon et al. (2005) descrevem 
que o TCDD também age aumentando a expressão de BCL2 em células de 
fibroblastos (C3H10T1/2), e nesse caso foi demonstrado que a regulação desse gene 
foi independente da regulação oriunda da família dos fatores de crescimento 
epidérmico (EGF).
Alguns aspectos relacionados com a adesão celular e que apresentaram algum 
tipo de alteração pela exposição ao TCDD tem sido demonstrado nos mecanismos de 
adesão focal e regulação do citoesqueleto de actina. Esses resultados são recentes 
em nosso grupo mas mostram o envolvimento da molécula no processo de transição 
mesenquimal epitelial (EMT), devido à sua eficácia em modular negativamente e- 
caderina, p-catenina, e positivamente vimentina, fibronectina e actina. A regulação 
dessas moléculas realizada pela exposição ao TCDD vai de encontro com a inibição
do processo de formação de colônias em células de melanoma murino (B16-F1) 
revelados pelos testes clonogênicos no presente estudo. Nesse caso, embora ainda 
inconclusivo, há evidências de que o contaminante também é capaz de estimular a 
proliferação, culminando em alterações fenotípicas da célula que sugere um 
envolvimento da molécula com a progressão tumoral e o processo metastático 
(KOVALOVA et al., 2016, LEE. H. M, WANG. K. A. CHOI K. C. 2016).
Alguns autores mostraram que a exposição aguda ao TCDD é capaz de induzir 
a morte celular em células de tumor pituitário (AtT-20) e em células de tumor adrenal 
medular (PC12) de ratos. De acordo com os estudos, esses mecanismos estão 
associados principalmente ao supressor tumoral P53 devido sua capacidade de ativar 
fatores pró-apoptóticos celulares quando danos no DNA são irreparáveis. No entanto 
as células B16-F1 se mantiveram viáveis após exposição, mesmo diante da 
modulação positiva de Tp53, com destaque para a concentração de 0,1nM. Dessa 
forma, associado aos ensaios de viabilidade/citotoxicidade, pode-se afirmar que um 
pequeno aumento na expressão desse gene, mesmo com relevante significância 
estatística, não é capaz de induzir a apoptose em curto espaço de tempo (24 horas), 
pois as células, não só se mantem viáveis, como também ocorre estimulo proliferativo. 
Após a exposição crônica (15 dias) a expressão observada pode ser explicada pela 
adaptação celular frente ao contaminante visto que a mesma se mantem semelhante 
ao controle. (REINHARDT. H. C. & SCHUMACHER. B., 2012, SÁNCHEZ-MARTÍN et 
al., 2010).
Diferente do observado para o TCDD, a exposição ao BDE-209 parece não 
interferir com as células do melanoma nos mesmos padrões descritos para o poluente 
organoclorado. A exposição ao BDE-209 mostra que a molécula polibromada não 
interfere com a proliferação/n0 de células B16-F1 aderidas após 24 horas. No entanto,
após a exposição crônica (15dias), é observado um estimulo desse tipo de resposta, 
em especial na concentração de 0,01nM. Embora muito pouco tenha sido descrito 
para explicar como o BDE-209 pode atuar sobre o mecanismo de proliferação celular; 
de acordo com Song et al. (2009) o BDE-47 não atua de forma significativa sobre o 
receptor Ahr, sugerindo que o papel proliferativo e de indução da migração em células 
de carcinoma adrenocortical humano (H295R), sejam por outra via. Ainda assim, 
segundo Wahl et al. (2010) algumas variantes de PBDEs podem interagir com esse 
receptor de uma forma mais branda em comparação às dioxinas. Além disso os 
PBDEs aumentam a expressão de um gene repórter ao AhR, em células de 
hepatocarcinoma humano (HEPG2). No conjunto, apesar de alguns desses fatores 
ainda precisem ser investigados e conhecidos, há indícios de que os polibromados, e 
mais especificamente o BDE-209 possam estar interferindo aumentando a 
proliferação/n0 de células aderidas, em células B16-F1, após exposição crônica.
Além disso o mesmo tipo celular exposto a baixas concentrações de BDE-209 
por 24hrs não sofreu diminuição na proliferação celular nem na atividade mitocondrial 
(PEREIRA et. al., 2016). No entanto em células de carcinoma mamário humano (MCF- 
7), ocorre estimulo proliferativo mediada pela exposição aguda a determinados 
PBDEs em baixas concentrações. Segundo Ferrari, R. S. (2017), somente nas 
maiores concentrações (10pM e 25pM) o BDE-209 induziu apoptose e necrose.
Em relação a atividade lisossomal o BDE-209 induz uma resposta inicial, 
somente na menor concentração, como visto na exposição aguda (24hrs) (0,01nM) 
estimulando esse mecanismo; já na exposição crônica, o contaminante apresenta 
uma relação de citotoxicidade observado na maior concentração. Existem poucos 
dados a respeito da exposição crônica aos PBDEs, porém essa atividade lisossomal 
inicial mais elevada pode estar associada a processos autofágicos como descrito por
Pereira et. al., 2017 onde células de hepatocarcinoma humano (HEPG2), 
apresentaram elevação da atividade lisossomal após exposição ao BDE-100 no 
período de 24 e 48hrs.
Ainda em exposição aguda (24hrs) o BDE-209 predispõe um aumento da 
expressão de quase todos os genes selecionados na concentração de 1nM, com 
exceção do TP53, em células B16-F1. Isso pode estar associado especificamente a 
essa concentração de BDE-209 que possui potencial genotóxico, como relatado por 
Pereira et. al. (2016) em células de hepatocarcinoma humano (HEPG2). No entanto, 
em concentrações inferiores não é observada genotoxicidade e as células 
apresentaram um índice de viabilidade acima de 90% pelo método azul de tripan em 
todas as concentrações testadas mesmo após exposição crônica (15dias).
Outro ponto relevante diz respeito a expressão de BAX e BCL2. De acordo com 
Barber et. al. (2006), baixas concentrações de PBDEs podem gerar dano ao DNA (se 
tratando de um estimulo a ativação e/ou inibição além de síntese dessas proteínas), 
em células de carcinoma mamário humano (MCF-7), porém não modulam a 
expressão desses genes, após 24 hrs de exposição. Além da proteína BAX e BCL2, 
o gene BIRC5 também apresenta o mesmo perfil de expressão nas células B16-F1 
após exposição aguda, possivelmente dependente de concentrações mais elevadas 
do contaminante, visto que na maior concentração testada o contaminante tende a 
iniciar uma modulação positiva na expressão dos três genes. A expressão do gene 
BIRC5 está relacionado também com a proliferação celular, através do componente 
CPC (chromosomal passenger complex), que regula aspectos chaves da mitose, 
incluindo a estrutura do cromossomo e do fuso mitótico, bem como correções de erros 
nas conexões entre os microtúbulos e o cinetócoro (Papini et al., 2015). Nesse caso, 
é possível que a exposição ao BDE-209 possa influenciar nas primeiras horas a
ativação de mecanismos de proliferação celular. Por outro lado, os mesmos genes 
não apresentam perfil semelhante após exposição de 15 dias, o que pode significar 
também que a expressão das proteínas nas primeiras horas seja suficiente para 
manter a proliferação, como sugerido nos dados clonogênico e cristal violeta. Embora 
seja um argumento mais especulativo, pode fazer sentido visto que após 15 dias de 
exposição ao BDE-209 as colônias encontram-se mais espalhadas e não tendem a 
formar grandes aglomerados, sugerindo um comportamento mais metastático. 
Segundo Wang et al. (2015) o BDE-99 induziu a migração e invasão em células 
epiteliais de carcinoma do colorretal humano (HCT 116), principalmente na 
concentração de 10^M e 72hrs de exposição. Nesse caso a indução foi de 1,5 e 1,7 
vezes maior em relação ao controle. Esses dados corroboram a hipótese de que a 
exposição a PBDEs pode induzir a proliferação em células tumorais, favorecendo um 
fenótipo mais agressivo dessas células. Embora existam poucas informações a 
respeito da ação de PBDEs sobre esse tipo de mecanismo, os mesmos autores 
demonstraram que o BDE-99 está associado com o aumento de motilidade por atuar 
na expressão de proteínas como a cofilina e p-actina. Além disso, foi observado ainda 
que essa molécula modulou positivamente a expressão de genes associado com a 
transição mesenquimal epitelial (EMT), SNAIL (zinc finger) repressor de transcrição 
de e-caderinas e de proteínas antiapoptóticas. Esse conjunto de informações reforça 
a hipótese do presente estudo ao mesmo tempo que revela, como observado para o 
congênere BDE-99, que também o BDE-209 quando exposto às células B16-F1 induz 
mudanças que podem ser interpretadas como um aumento na malignidade dessas 
células, principalmente pelos resultados do clonogênico e de expressão do gene 
responsável pela proteína antiapoptótica BCL2 na maior concentração, ressaltando 
que os PBDEs podem modular aspectos da apoptose celular, desencadeando
diversos efeitos, encolhimento da célula, condensação da cromatina, fragmentação 
do DNA e por fim formação dos corpos apoptóticos. (LEE et al., 2005). Foi observado 
ainda que a exposição ao BDE-99 interfere na via de sinalização PI3K/AKT/SNAIL, 
desencadeando por meio desta a EMT, o que corrobora com a expressão de PI3KCA 
do presente estudo após exposição aguda (24hrs) na maior concentração de BDE- 
209. Essa parece ser portanto, uma via a ser explorada em futuros experimentos com 
os PBDEs (WANG. F, RUAN. X. J, & ZHANG, H. Y. 2015).
Mais recentemente, resultados com expressão de metaloproteases após 
exposição in vitro e de estudos in vivo utilizando inoculação de células tumorais B16F1 
em camundongos após exposição crônica de 30 dias ao BDE-209, mostraram que 
essas células são muito mais agressivas e se distribuem por diversos tecidos nos 
grupos expostos previamente ao poluente. Esses dados, corroboram os resultados 
apresentados nesse estudo, onde apesar dos mecanismos estarem interligados 
aparentemente os PBDEs atuam de forma mais clara sobre a proliferação celular do 
que diretamente sobre apoptose, que foi o principal objetivo desse trabalho. Apesar 
disso, outros estudos são necessários e importantes para a compreensão dos efeitos 
de PBDEs tanto nos mecanismos de citotoxicidade como de alteração do fenótipo de 
células tumorais como a B16F1.
9 CONSIDERAÇÕES FINAIS.
De acordo com os resultados apresentados a exposição ao TCDD nas primeiras 
horas não interfere diretamente com o mecanismo de apoptose, mas é capaz de 
desencadear respostas celulares na linhagem B16F1 como a proliferação celular em 
baixas concentrações, ao mesmo tempo que é citotóxico em concentrações mais 
altas. Na exposição crônica ao contaminante ocorre uma inibição na formação de
colônias em células de melanoma murino, o que poderia ser explicado em parte pela 
literatura onde sua ação sobre proteínas de adesão célula-célula vai de encontro com 
a ativação da transição epitelial mesenquimal (EMT).
A atuação do TCDD sobre os genes investigados no presente estudo é 
diversificada, pois enquanto em baixas concentrações não há evidencias de 
modulação da expressão dos genes considerados (BCL-2, PIK3CA e TP53), esses 
tendem a uma modulação positiva mediante exposição aguda. No entanto, após um 
período crônico de exposição o que é observado difere do descrito para 24 horas, pois 
nenhuma diferença ou mesmo alteração no padrão de expressão desses genes é 
observada. Esses dados sugerem que o papel dessa molécula não se aplica 
diretamente ao mecanismo de morte celular investigado, mas apresenta indícios de 
interferir tanto no genótipo como no fenótipo dessas células, modulando positivamente 
processos proliferativos de sobrevivência e migração celular. Portanto, por se tratarem 
de células tumorais o contaminante parece estimular a progressão tumoral em 
determinadas concentrações, o que necessariamente precisaria ser confirmado com 
outros estudos tanto in vitro como in vivo.
O outro contaminante também considerado no presente estudo foi o composto 
polibromado BDE-209. Em um primeiro momento foi observado que a exposição ao 
poluente não interfere na proliferação das células B16-F1, mas o sistema endossoma 
lisossoma sofre modulação positiva após o estresse químico agudo, enquanto após 
exposição crônica ocorre um estímulo do processo proliferativo, juntamente com a 
manutenção da viabilidade celular. De uma maneira geral os dados convergem para 
uma interferência no processo de adesão célula-célula e possivelmente com os 
mecanismos de transição epitelial mesenquimal, como descrito para o TCDD.
Além disso a exposição ao composto polibromado tende a interferir com a 
expressão dos genes investigados somente na maior concentração em exposição 
aguda, curiosamente não mostra nenhuma alteração após 15 dias de exposição.
Desse modo o BDE-209 parece agir apenas após exposição a concentrações 
mais altas, sendo necessário, portanto, maiores investigações a respeito da ação 
desse composto não só sobre o mecanismo de morte, mas também sobre a 
proliferação e migração celular, visto que esses mecanismos estão associados com a 
progressão tumoral e interagem entre si.
10 PERSPECTIVAS FUTURAS.
Os dados apresentados nessa dissertação instigam várias questões e abrem 
novas possibilidades de estudo dentro da linha de pesquisa proposta, auxiliando a 
continuidade dessa linha investigativa e complementando outros resultados 
proveniente de trabalhos em andamento.
Esse foi o primeiro estudo realizado com o objetivo de avaliar se poluentes 
orgânicos como o BDE-209 e o TCDD, podem alterar o fenótipo de células tumorais 
interferindo assim com o prognóstico do câncer. Mais especificamente, observamos 
que dentro dos parâmetros utilizados no estudo, essas moléculas tendem mais a 
alterar o estado proliferativo que propriamente atuarem como moduladores dos 
mecanismos de morte celular, direcionado assim os futuros estudos para essas 
questões elencadas.
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